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RESUMEN 
S e  estudia la  n e la  resistencia a nueve antibióticos aminvglicósidos que  expresa un 
aislado clínico d e  Serrarla marrescms. Esta cepa alberga dos plásmidos d e  resistencia d e  masa 
molecular S0 y 85 megadaltons respectivamente, que pueden cotransferirse por conjugación a Echen'- 
chin col¿. La expresiún f'cnotipica d e  las resistencias Iia sido correlacioriada con las actividades 
adeniltransferasa y acetiltransferasa tanto en células transconjugantes d e  E.  coli, albergando uno o 
ambos plasinidos. coniu en segregantes plasmídicos obtenidos por tratamiento con bromuro d e  etidio, 
que habí; algiinas niarc.as d e  resistencia a amiiiogli<~úsidos. Sr enc:oiitrS que el pliísmidv d e  
50 Mdal. ia adeniltransferasa cuyo perfil d e  siistratos inrluye estreptomicina y espectinomi- 
cina. El e 85 Mdal. codifica tres enzimas diferentes: una adeniltransferasa similar a l a  
anterior pero con menor afinidad uor los sustratos: una acetiltransferasa con Suerte afinidad por 
gentainicina. tohramiriiia y sis a y deoxik, B; y una fosfo- 











hiu roli. ' 
clinical isc 
nd 85 meg, 
typic resist 
. -  ~ 
The  nature of resistance tu nina amin chown in a date of Serratiu 
rnarcescens is studied. This strain carries ids of 50 a adaltons in size 
rhat were c!otransferred by conjugation The phenoi ance has been 
correlated with the adenylyltranl'erase and acetyltransferase activities of the L. coli ;ants 
harboring one or both plasmids, and in plasmitlic segreganls obtained by ethidium hra ment 
which showed loss »S some resistancte markers to aminoglycosides. It was found that tt of 50 
Mdal. c!odifies an adeiiylyltraiisferase with a profile of sustrates which includes sti and 
spectinomycin, whereas tlie 85 Mdal. plasmid codifies three different enzyr :rase 
similar to the preceding, but with l a s  affiiity for h e  sustrates; an ace rong 
at'finity for gentamiciri, siuurnicin and totiramycin, but weak Sor kanamyci n B; 
and a phosphotransferasr whose prufiir inc:ludes al least kanamycin, r and 
riba5tamicine. The  experimental data obtained indicate that in the resistance to nine amiiioglycosides 
in the nosocomial strain of'S. nzarcescens three different enzymes a re  implicated. 
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en la qii 
constituyen un grupo d e  antibiótic 
$a actual. Su  espectro d e  acción 
3 Gram-negativas, micobacterias y Staphylococcus 
lo d e  acci6n tienen un efecto bactericida. sobre las c 
ido con la interferencia en la síntesis protéica a 
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re el sistc 
:&idos, en situaciones clínicas, s e  ha planteado 
J introducci6n en terapia, estando determinada 
ncia d e  plásrnidos d e  resistencia (plásmidos R) 
. -~ dit-ican la síntesis d e  en2 riplásmic :íficos q~ lcan 
3mente al aminoglic6sido 1 do un blc su  sistei ins- 
Los mecanismos d e  mod descrito :nden: ac I de  
grupos arnino, adenilación y fosforilación d hidróxilo2. Para que la modifi- 
cación tenga lugar, además del enzima y c lglicósido sustrato, se  requiere 
la presencia d e  un catiíin divalente y d e  tor (acetil-coenzima A para la 
N-acetilación y un  nucleótido para la O-adeniiación y O-fosforilación). 
Actualmente el mét( ira la valoración d e  las distintas activi- 
dades enzirnáticas e s  el descrito iniciaImente por O Z A N N E ~  l y 
ampliando y modificajo por MEN\'F:NISTE y UAVIES', que s e  basa en la valoración d e  
la transferencia al aminoglicósidr S, que in lac- 
ción, marcados radioactivarnente. 
-. 
objeto del presente trabajo ha sido poner d e  manifiesto si la resistencia a 
:ósidos, habitualmente utilizados en clínici 3 la 
hospitalario de  S e r r a t i n  rnarcescen.~ CSC 2 a la 
presencia d e  enzirnas modificadores d e  aminoglicósidos d e  origen piasrnidicc~. 
Para  ello hemos desarrollado los siguientes puntos: 
l.-Elección d e  un sistema d e  células apropiado. 
2.-Caracterización d e  los elementos genéticos extracromosómicos portadores 
d e  las resistencias. 
3.-Valoraci6n d e  las distintas actividades enzirnáticas implicadas en l a  resis- 
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MATERIALES Y METODOS 
J ~ I I U L L U  I I C ~ ~ I C ~ ~ L B I ~ J  CSC 29Loi, disiada d e  una muestra d e  tejivo puiiiionar 
en  el Servicio de  Microbiología d e  la Ciudad Sanitaria «Ntra. Sra. d e  Covadonga» 
suifadia 






de Oviedo, no pigrnentada y resistente a arnpicilina, carbenicilina, cefalosponna, 
zina, trirnetoprirn-sulfarnetoxazol, tetraciclina, fosfornicina, a ocho ami- 
idos (estreptornicina, gentarnicina, sisornicina, tobramicina, kanamicina, 
neomicina, arninosidina, ribostarnicina) y al aminociclitol esprctinomicina. 
-atiu marcescens CECT 15' eotipo, sensible a todos los antibióti- 
sriorrnente descritos. 
Iierichia coli K12 W3110, resistente a la rifampicina. Dos transconjugantes 
de ó. coii W3110 que en entos prc conjugac io 
alguno de los siguientes t e resiste] 1: ampic a, 
fosfumicina, estreptomirina y espectinomici todos lo< L y auerriás 
sulfadiai ;ulfametoxazol, ce 0- 
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na y ribo 
-- resistencia a los antibióticos fue determinada por recnicas a e  difusidn en 
agar reconiendadas por la O.M.S. lo 
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El método utilizado s e  basó en las técnicas descr ~ALISEURY, HEDGES y 
D A T T . ~ ~ ~  y TOMOEDA et a1.l3 utilizando brornuro d e  etidio en concentraciones 
subinhil 50-200 pglrnl). 
Aislamiento del ADN plasmídico 
El ácido desoxirribonucleico plasmídico fue extraído d e  las cClulas por el 
método del lisado claro d e  C L E W E L L  y H E L I N S K I ~  parcialmente modificado8. 
Electrof lgnrosa j 
del peso rnowculur. 
estirnaci 
Las bandas de  ADN plasmídico fueron visualizadas por electroforesis d e  
geles de agarosa en placas horizontales aplicando el método de  MEYERS et 
Para la estimación de  la masa rnolecular de  los plásmidos problema se  incluyeron 
en los geles plásrnidos patrones d e  masa rnolecular conocida. La  electroforesis 
fue realizada durante 5 horas a 100 m.A. Después de  haber sido teñidas con 
bromuro de  etidio, las placas fueron visualizadas en  un transilurninador d e  luz 
ultravioleta, y posteriormente fotografiadas. 
Las movilidades relativas d e  los plásrnidos problema fueron correlacionadas 
frente al logaritrno d e  las masas moleculares d e  los plásrnidos standards. 
Ensayo radioenzimático 
ira la prc 
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:S el extr 
radioenz 
Pa i de  los extractos enzimát eron 
crecidi medio LB (Luria Broth) i de 
crecimiento, someticias a centrifugación y lavado con tampon (tris-ciorato l u  mh1, 
cloruro magnésico 10 ml\4 y B-mc M, pH 7 SUS- 
pendidas en el mismo tampón fue] 1 proceso ite 3 
intervalos de  45 segundos. Los extractos enzimaticos resultantes rueron centrifu- 
gados rpm durante 60 minutos, y el sobrenadante, que F acto 
enzimá lo, fue mantenido en hielo hasta proceder al ensayo imá- 
tico. 
2a.-Componentes integrantes d e  la mezcla reactiva pz le la 
actividad adeniltransferasa: 
10 p1. de  ATP (14C) con una actividad de  10 pCiIpmoi/ 
10 pl. de  una solución de  1 mglml del antibiótico sustrato (estreptomicina, 
espectinomicina, kanamicina, gentamicina, neomicina). 
10 p1. de  extracto enzimático crudo. 
10 p1. de  tampón (Tris 1 M, cloniro magnésico 1 M, clorriro amónico 2 M y 
DTT 0,5 M) pH 7,8. 
2b.-Componentes d e  la mezcla reactiva para la valoración de la actividad 
acetiltransferasa: 
10 p1. de  Acetil-coenzima A (14C) con una actividad de  25 pCilml. 
10 p1. de  una solución de  1 mglml de  antibiótico sustrato (gentamicina, 
sisomicina. tl na, kanai iika- 
cina). 
10 p1. d e  extracto enzimatico crudo. 
10 pl. de  tampón pH 5,8 (ácido cítrico 0,6 M, citrato sodico U, -tato 
magnésico 1 M, DTT 0,5 M), o bien tampcín pH 7,6 (Tr I Jf ,  
cloruro magnésico 1 M, cloruro amónico 1 M, DTT 0 , s  h 
3.-Desarrollo y valoración de  la reacción. 
Después de  incubada la mezcla 30 minutos a 30°C; alícuotas de  20 pl. fueron 
pipeteadas en filtros d e  fosfocelulosa Whatman P-81, de  1 cm2. Estos filtros, al 
estar cargados negativamente, permiten la unión electrostática de los aminoglicó- 
sidos, que tienen naturaleza catiónica. Los filtros fueron introducidos en 200 ml. 
de  agua destilada a 80°C durante 2 ó 3 minutos y lavados tres veces en agua 
destilada fria. Una vez secos s e  procedió a la lectura d e  la radioactividad fijada en 
un contador d e  centelleo que registra cuentas por minuto. Puesto que la reacci6n 
de  modificación es estequiométrica, la suma d e  radioactividad fijada es directa- 
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pedid d e  sustrato del enzima, los valores. obtenidos en  cuentas por minuto; para 
los distintos sustratos s e  expresan en forma d e  porcentajes relativos a uno d e  ellos 
al que s e  le da  el valor d e  100. 
RESULTADOS 
1. E L E C C I ~ N  DEL SISTEMA DE CBLULAS 
la literatura se  cita que un determinado enzima puede modificar diferen- 
tes anti 
,.P. 
bi6ticos aminoglicósidos y que un determinado aminoglicósido puede ser  
moairicado por más d e  un tipo d e  enzimas5,10. Para poder aplicar el método 
radioenzimático necesitábamos un sistema d e  células apropiado en el que  no s e  
solapasen los efectos d e  lns diferentes tipos d e  posibles enzimas responsables d e  
la resistencia múltiple a aminoglicósidos que  expresaba el aislado clínico d e  S. 
nlnrcescens CSC 29381. Con este fin intentamos obtener y seleccionar distintos 
tipos de segregantes plasmídicos en la cepa d e s .  marcescens y en los dos tipos d e  
células transconjugantes d e  E. coli que habían recibido distintas marcas d e  
resistencia de  S. marcescens en experimentos previos d e  conjugacicín. Para  eilo 
los tres tipos d e  células fueron crecidas en presencia d e  150-200 pglrnl d e  
bromuro d e  etidio. El bromuro d e  etidio es un agente intercalante que, a concen- 
traciones subinhibitorias, [pidiendo la replic ADN plasmídico sin 
afectar a la replicación dc romosómico. 
ación del actúa irn 
el ADN c 
En células d e  S. m~lrLc.,LcrLa no se  obtuvieroit DGgI~~an tes  en  los que  s e  
hubiesen eliminado todas o parte d e  las marcas d e  resistencia, mientras que  en 
células transconjugantes d e  E. coli s e  obtuvieron distintos tipos d e  segregantes y, 
en la Tal bla 1. 




. Dos bs 
Con objeto d e  caracterizar el plásmido o plásmidos d e  resistencia presentes 
en los distintos tipos d e  células seleccionadas, cultivos independientes d e  toda 
ellas fueron crecidos, Iisados y analizado el ADN plasmídico, presente en los 
lisados, por electroforesis en geles d e  agarosa. En la Figura 1 s e  muestran los 
resultados obtenidos, puede observarse que en los lisados d e  S. marcescens CSC 
29381 aparecen i as que corresponden a dos plásmidos d e  85 y 50 mega- 
daltons d e  masa ir, a los que hemos designado como pUO 320 y pUO 321 
respectivamente ~ n d a s  d e  la misma masa aparecen en  E. coli T c  2 ,  
mientras que en E. coli T c  1 solan rece la banda d e  50 Mdal. y en E. coli 
Tc 2 segregante 1 la d e  85 Mdal. E 1s dos tipos d e  segregantes obtenidos a 
partir d e  células d e  E. coli T c  2 se  la banda d e  50 Mdal. y una banda con 
movilidad ligeramente superior a la del plásmido d e  85 Mdal. (pUO 320) por lo 
lente apa 


















































































































































































































































































































































































































































Fig. la Fin. l b  
Fig. l.-Electruforesis en geles d e  agarosa d e  plismidos d e  resistencia a aminoglicósidos en S. 
marcescens (figura la), y en derivados d e  E. roli W3ll0  (figura lb). Masa moleciilar d~ los 
plásrnidob pairbn: R124 (77 hldal.); R1 (62 Mtld.); R1-dRdl9K (47 Mdal.); KP4 (34 hldd.); 
R388 (21 Mdnl.). 
e células 
, en amb 10s casos que suponemos que este plásmido , ha sufrido una deleción d e  
aproximadamente 2-3 Mdal. Los segregantes que  han perdido la expresión fenotí- 
pica d e  todas las resisten'cias no presentan ninguna banda d e  ADN extracromo- 
sómico. En la Tabla 1 s e  correlaciona el tipo y niveles d e  resistencia que  expresan 
diferentes tipos d con la n :cular d e  los plásrnidos que albergan. iasa molc 
111. VALORACI~N DE LA ACTIVIDAD ENZlMhTICA ADENILTRANSFERASA 
Para valorar la posible actividad adeniltransferasa d e  las cepas selecciona- 
das, las células fueron crecidas y lisadas y los extractos enzimáticos crudos 
fueron ensayados en presencia d e  ATP (14C). En la Tabla 11 s e  relacionan los 
porcentajes d e  actividad d e  los extractos d e  los diferentes tipos d e  células frente a 
cinco moléculas d e  aminoglic6sidos y s e  puede observar que, mientras los proce- 
dentes d e  la cepa neotipo, S. marcescens 159, no muestran actividad, los del 
aislado clínico S. marcescens CSC 29381 muestran actividad y con un perfil d e  
sustratos específico para estreptomicina y espectinornicina. Esta actividad tam- 
Liién la muestran los dos tipos d e  células transconjugantes y los distintos tipos d e  
TABLA 11 
Porcentaje d e  actividad adeniltransferasa y perfil d e  sustratos del sistema d e  
células ensayado (1) 
Actividad ndeniltransferasa (70) 
Antibi6tico S .  marcesrens S. mnrrr 5. col¡ Tc  2 Tc 2 






(1) Los porrei~tajcs de acti\ridad estiin cdculados en rrlaciiin a la rstreptomicina. e independientemente para 
S .  marcesr.~~ns y E. col;. 
segregantes. Hemos d e  resaltar que los porcentajes de  adenilación mostrados por 
el Tc-1, que sólo presenta resistencia a aminoglicósidos estreptidínicos (estrepto- 
micina) y al aminociclitol espectinomicina, son superiores a los valorados en las 
células T c  2, que  además presentaban resistencia a por lo menos 6 aminoglicósi- 
dos deoxi-e~tre~tamínicos  (Tabla 11). 
Cuando s e  correlaciona la expresión fenotípica d e  la resistencia (CIM) (Tabla 
I) con el porcentaje d e  actividad adeniltransferasa (Tabla 11) s e  observa que todas 
las cepas resistentes a estreptomicina y espectinomicina presentan actividad 
adeniltransferasa con un perfil d e  sustratos que incluye nte estas dos 
moléculas. 
I V .  V A L O R A C I ~ N  DE LA ACTIVIDAD ENZIM:\TlCA ACETlLl 
e las cej 




. . .  
Para  valorar la actividad acetiltransferasa d bcionadas, los 
extracatos enziniáticos crudos del sistema d e  cepas elegido tueron ensayados en 
presencia d e  Acetil-COA. Solamente s e  ha ensayado dicha d frente a lo. 
aminoglicósidos deoxi-estreptamínicos ya que, en  la literat ca  s e  ha des- 
crito una acetiltransferasa con afinidad por los aminoglic»si~os estreptidínic.os. 
En l a  Tabla 111 se relacionan los porcentajes d e  actividad d e  los extractos 
enzimáticos del sistema d e  células seleccinnado frente a ocho aminoglicósidos 
deoxi-estreptamínicos. observándose que mientras que  en el caso d e  la cepa 
neotipa, S. marcescens CECT 159, no s e  presenta actividad, los extractos proce- 
dentes del aislado clínico d e  S. marcescens CSC 29381 muestran actividad aceti- 
lante con gran especificidad d e  sustrato por gentamicina, tobramicina y sisomi- 
cina y en menor grado por kanamicina y DKB. Dicha actividad también la 
presentan las células T c  2 y su segregante d e  tipo 2. Sin embargo, como era d e  
esperar, las células serisibles fenotípicamente a los antibióticos deoxi-estreptamí- 
nicos ensayados no presentan actividad enzimática acetilante. 
TABLA 111 
Porcentaje de  actividad acetiltransferasa y perfii de sustratos del sistema de  
células ensayado (1) 
Actividad acetiltransferasa (Q 
Antibiijtico S. murcescens S. mrcescens E. coli 









y E. culi. 
i de artividad están calciilado$ en relaciiin a la gentamicina, P independien temente par; 
TABLA IV 
. Enzimas plasmídicos modificadores de  aminoglicósidos del aislado clínico 
S. marcescens CSC 29381 
ENZIMA PLASMlDO 
Nombre Actividad Rango Masa 
sistemático enzimiticn sustraios Punto de modificat:iOn molerular Denominacihn 
- 
A A D  (3") tidil- Sin 3"- hidroxilo d e  la amino- 
rasa S p  hexosa 111 de la Sm,  
9'- hidroxilo de  la actinamina 
Nucleo 
transfe 
AAD (3") Nucleo 
transfe 
~tidil- Sn  
rasa Sa 
3"- hidroxilo d e  la ami 
hexosa 111 d e  la Sr 
9'- hidroxilo d e  la actit 
d e  la S p  
no- 
n, 50 Mdal. DUO 321 
namina 
AAC (3)-11 Acetiliiaiis- vin,  Si. 3- amino del anillo de 
n Y deoxi-estreptamina 
m, DKB) 
85 Mdal. ferasa 
Fosfotr n, Nrn, 3'- hidroxiln d e  la ami 
ferasa 
I baja dinidii 
n, Rib écula 85 Mdal. pUO 320 
- 
* Cor 
Al correlacionar ia expresión fenotípica de  la resistencia (Tabla 1) con el 
porcentaje de  actividad acetiltransferasa (Tabla 111) se observa que todas las 
cepas resistentes fenotípicamente a gentamicina y sisomicina muestran actividad 
acetilante con especificidad por gentamicina, sisomicina. tobramicina y en menor 
grado por kanarnicina y DKB. 
V. V . ~ L O R A C I ~ N  DE LA ACTIVIDAD E: , FOSFOTH 
La presencia d e  una actividad fosfoti a ha  sido deducida atendiendo 
al estudio comparado d e  los fenotipos d e  r ia (CIM) y el análisis d e  bandas 
d e  ADN plasmídico d e  las células del sistema elegido. Tanto las células de  S. 
,ens CSC 29381 como las derivadas d e  E. coli W3110, T c  2 y :gari- 
ipo 1 y 3, presentan niveles d e  resistencia elevados a los an sidos 
na~lallllcina, neornicina. aminosidina y ribostamicina, mientras que llG1lIG nin- 
guno de istratos existe tina fuerte actividad acetiltrai o adeniltrans- 
ferasa. lado, cuando s e  con.elacionan dichas resis :on la presen- 
cia d e  waliuas d e  ADN plasmídico en las células segrepaii~cs. obtenidas por 
broinuro d e  etidi coli T C  2, se  ob: latro 
ransfieren y elimi untamente y está1 anda 
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Ante los resultados ( n tres los mecanismos 
implicados en la resisten a el aislado clínico de 
S. murcescens CSC 29361. LI primero corresponde a un enzima adenilarite de 
grupos hidróxilo d e  la espectinomicina y de  losi :úsidos estreptidínicos 
como la estreptomicina. Este perfil d e  sustratos cc l e  al enzima estrepto- 
micin adeniltransferasa caracterizado por BENVENISTE y UAVIES en 1971' y cuyo 
nombre sistemático actual es AAD (3"): n~cleotidiltransferasa~~. El segundo 
c,orresponde a un enzima acetilaiite de  grupos amino, con afinidad fuerte por los 
arninogliccísidos deoxi-estreptarnínicos: gentamicina, sisomicina y tobrarnicina y 
débil por kanamicina y DKB; es te  perfil d e  sustratos corresponde al del enzima 
descrito en 1974 por LE GOEFIC (citado en 6) en Klebsiella denominado en princi- 
pio gentamicin-acetiltransferasa y cuyo nombre sistemático actual es AAC (3)-11: 
ace t i l t r an~fe rasa '~ .  La resistencia a los otros cuatro aminoglicósidos deoxi-estrep- 
tarnínicos: kanamicina, neomicina, aminosidina y ribostamicina s e  transfena en 
bloque a células d e  E. coli y en este huésped era eliminada también en bloque por 
tratamiento con bromuro d e  etidio. Pe ro  ni en  la cepa parental d e  S. marcescens 
ni en células transconjugantes d e  E. coli resistentes a estos cuatro antibióticos se 
encontró actividad adeniltransferasa ni acetiltransferasa significativa frente a 
ninguno d e  ellos, lo que nos lleva a deducir que  el tercer mecanismo d e  resisten- 
cia e s  debido a una fosfotransferasa d e  tipo APH (3') cuya caracterización más 
completa requeriría la  valoración radioenzimática d e  dicha actividad frente a 
estos yha otros dos sustratos: butirosina y l i~ idomic ina '~ .  
r que sol 
m present icia a am 
, 7  -1 
LO; determinantes genéticos responsables de  los tres mecanismos d e  resis- 
tencia parecen estar localizados en moléculas d e  ADN extracromosómico de  tipo . 
plasmídico (factores R, o plásmidos d e  resistencia). En el aislado clínico d e  S. 
mnrcescens CSC 29381 coexisten dos de  estos plásmidos. d e  masa niolecular 85 y 
50 Mdal. a los que hemos designado pUO 320 y pUO 321. Ambos plásmidos 
pueden cotransferirse mediante conjugación a E. coli y en este huésped son 
albergados de forma estable y expresan el mismo espectro d e  resistencia a 
aminoglicósidos que en el aisIado clínico de  S. marcescens aunque a distintos 
niveles. Cada uno de  estos plásmidos también puede ser  portado por E. coli d e  
forma independiente y estable; cuando el plásmido albergado es el d e  50 Mdal. 
(pUO 321) las células de  E. coli (Tc 1) sólo presentan el enzima AAD (3"): 
nucleotidiltransferasa, mientras que cuando albergan el plásmido d e  85 PvIdal. (Tc 
2) presentan los tres tipos d e  enzimas descritos. 
En la TABLA IV se resumen las características de  los enzimas presentes en 
el aislado clínico de  S. marcescens CSC 29381 y s e  correlacionan con los plásmi- 
dos que los codifican. 
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